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はしカfき
Ca2+は収縮，分泌，分化，増殖などの細胞機能を調節する最も普遍的な細胞内メッセンジャーであ
り，通常，細胞内においては極めて低い濃度に保たれている.細胞内 Ca2+濃度 ([Ca2+Ji) 上昇は細胞
内ストアからの Ca2〒遊離と細胞外からの Ca2+流入の2種類の経路によって引き起こされる.ストア
からの Ca2+放出を引き起こす主要なセカンドメッセンジャーは，受容刺激により phospholipaseC 
を介してイノシトールリン脂質代謝が冗進して生成したイノシトール 1，45一三リン酸(IP3) である
と考えられている.細胞外からの Ca2+流入経路については，神経や筋などのような興奮性細胞では脱
分極によって開口する膜電位依存性 Ca2+チャネルを通って Ca2+の流入が起こることが知られている.
一方，電位依存性チャネルを持たない多くの非興奮性細胞においてどのように Ca2+流入が調節されて
いるかについては古ぐから活発に議論されてきた.その中で， Putney (1986)が提唱した「容量性
Ca2+流入(store-operateclCa2+ entry)機構」はアゴニストによる刺激で細胞内 Ca2+ストアが枯渇す
ると，何らかのメカニズムによって細胞膜の Ca2+チャネルが開口し，その結果，細胞外からの Ca2+
流入が起こるとする説であり，非興奮性細胞における Ca2+流入を説明する最も一般的なモデルとして
現在認められている.実験的に容量性 Ca2+流入を引き起こすには， IP3を介してストアからの Ca2+放
出を促進させるアゴニストの他に小胞体(ER)のCa2+ポンプ阻害剤である thapsigarginなどがよく
用いられている.また， Hoth & Penner (1992)が容量性Ca2+流入をパッチクランプ法により直接イ
オン電流として検出することに成功してからは，その膜電位非依存性，高い Ca2+選択性，過分極側に
おける強い内向き整流性などの電気生理学的特徴が種々の細胞を用いて明らかにされてきている.
ショウジョウパエにおいて，光受容器を刺激すると phospholipaseCが活性化し， IP3の生成を介
してストアからの Ca2+遊離と細胞外からの Ca2+流入が起こることが知られている(Jardie & Minke， 
1993) .この Ca2+流入により受容器の膜電位の持続的な脱分極が起こることから，trp (Transien t 
Receptor Potential)遺伝子は持続的な Ca2+流入に関与する細胞膜の Ca2+チャネル (Trp蛋白質)
をコードしていると考えられている.晴乳類の容量性 Ca2+チャネルと Trp蛋白質が相同性である可
能性が指摘されて(Berridge，1995)以来，trp遺伝子を導入して Ca2+流入のカイネティクスを解析
する研究がさまざまな細胞で行われている.また，容量性 Ca2+流入を引き起こすアゴニストの薬理学
的な探索も盛んである.しかし，容量性 Ca2+流入を抑制するメカニズムに関してはストアの Ca2+充
足によって流入が止まるという基本的な考えからあまり発展はみられていなかった.また，容量性Ca2+
流入の研究はストアから細胞膜 Ca2+チャネルへの情報伝達機構及びチャネル分子構造の解明が中心で
あり， Ca2+流入を引き起こすメカニズムに集中して行われてきた.容量性 Ca2+流入の阻害について
はHL60(humanleukemia)細胞でphorbolesterによる proteinkinase C (PKC)活性化が関与して
いる(Songet al.， 1998)ことなと、が報告されているが， PKCの活性化は容量性 Ca2+流入を惹起する
という報告も多く，詳細は明らかではない.一方， jasplakinoliclなどの薬物を用いて細胞骨格蛋白で
あるアクチンを細胞膜周辺に重合させると容量性 Ca2+流入が阻害されるという報告がなされて以来
(Patterson et al.， 1999)，細胞骨格と容量性Ca2+流入の関係について関心が持たれ始めている.そこ
で本研究課題において，非興奮性細胞であり比較的大きな容量性 Ca2+流入が観察できる褐色脂肪細胞
を用いて実験を行い，細胞内 Ca2+濃度の変化を測定すると共にアクチンフィラメントの染色を行うこ
とによってATPによる容量性Ca2+流入阻害機構を検討した.
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本研究課題の成果を要約すると以下の通りである.一部の詳細は添附した論文に記載する.
ラット褐色指肪組織から酵素(コラゲナーゼと DNase)を用いて得られた単離細胞を DMEM培地
中で 1-3日間初代培養した褐色脂肪細胞を実験に用いた.細胞内 Ca2+濃度は，蛍光Ca2+指示薬fura-2
を細胞に取り込ませて単一細胞におけるこ波長励起一波長蛍光測定(励起波長:340nm， 380nm， 
蛍光波長:510nm)を行い，得られた蛍光強度の比 (340nm/380nm)を記録し， Grynkiewicz et al. 
(1985)の式を利用して計算した.容量性 Ca2+流入は小胞体の Ca2+ポンプ阻害剤である thapsigargin
(100 nM)を作用させて引き起こした.ATP (10μM)による容量性 Ca2+流入阻害実験の条件は， Ca2+ 
濃度測定の場合は3-4分間の濯流，固定実験の前処置の場合は4分間のインキュベートとした.また，
RT-PCRは褐色脂肪組織から totalRNAを抽出し，既報の P2受容体サブタイプの配列を元に作製し
たプライマーを用いて行った.アクチンフィラメントの同定は，定法に従って培養細胞をホルマリン
で固定した後，蛍光標識したアクチンの脱重合阻害剤である phalloidinで染色し，共焦点レーザー顕
微鏡を用いて行った.
3ー-
1.細胞外ATPによる容量性Ca2+流入阻害と P2受容体の関与に関する実験
(1) 細胞外ATPがecto-proteinkinaseのようなecto-eロ抑nesの基質となり容量性Ca2+流入阻害
を引き起こしているかどうかを調べた.ATPが酵素の基質となるためには Mg2+が必要であるので，
細胞外Mg2+を除去してみたがATPの阻害作用に影響はなかった.
(2) P2受容体阻害剤である suramin及びPPADSは細胞外ATPによる容量性 Ca2+流入匝害を濃度
依存性に抑制した.
(3) RT-PCRの結果からラット褐色脂肪組織にはイオンチャネル一体型 P2X受容体サブタイプのう
ち，P2X1， P2X2， P2X3， P2X4， P2Xo' P2X7が，G蛋由連関型P2Y受容体サブタイプのうち，P2Y1， P2Y2， 
P2Y4， P2YGが発現していることがわかった.
2.細胞外ATPによるアクチンフィラメント再重合と容量性Ca2+流入阻害について
(1) ATP処理により，細胞骨格蛋白であるアクチンフィラメントは細胞膜周囲に重合し，無処理の
ものと比べてその分布が変化していた.また，細胞膜周囲において不規則に厚く重合するため，細胞
の形が変化しているように観察された.
thapsigarginはアクチンフィラメントの分布に影響を与えなかった ATPはthapsigargin存在下
でもアクチンフィラメントの細胞膜周囲への再重合を促進した.
(2) とのようなアクチンフィラメントの細胞膜周囲への再重合を促進したものは ATP及び ATPyS
であり， ADP， AMP， UTP，α，s-methylene ATPはそのような作用は示さなかった.
(3) ATPによるアクチンフィラメントの細胞膜周囲への再重合促進は P2受容体匝害剤である
suramin及びPPADSによって抑制された.
(4) アクチンの脱重合剤である cytochalasin0で細胞を処理すると，アクチンは細胞内に点在する
ように染色され，重合が阻害された.このような細胞においては ATPによるアクチンフィラメント
の再重合は起こらなかった.
(5) cytochalasin 0で前処理した細胞について細胞内 Ca2+濃度を測定したところ， ATPによる容量
性Ca2+流入阻害は見られなかった.
これらの結果から，細胞外ATPはP2受容体を介してアクチンフィラメントの細胞膜周囲への再構
築を促進し， Ca2+チャネルを細胞質側からブロックすることによって Ca2+流入を抑制していること
が示唆された.今後， P2受容体刺激からアクチン重合に至る細胞内情報伝達機構の解明を行い，関
連蛋白を同定することによって，この現象が褐色脂肪細胞に特異的であるかどうかを明らかにしてい
きたい.
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